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論 文 内 容 要 旨
序 論
病原性細菌や病原性細菌由来毒素が感染初期過程でどのような機構で宿主細
胞に吸着並びに侵入するのかを分子 レベルで解析することは、感染 における病
原性の発現機構を解明す る上で必須である。現在 まで毒素そのものについての
研究は比較的進んでいるが、毒素の構造 と宿主細胞認識機構 との相関に関する
研究は、数種の毒素について以外 は未解決である。特に、ヒト白血球並 びに赤
血球崩壊毒素の構造と両血球への毒素の侵入機構及び宿主細胞認識機構 との関
連性を比較検討 した研究は少ない。
黄色 ブ ドゥ球菌は自然界に広 く分布 し、 日和見感染の起因菌として知 られて
いる。最近、ブ ドウ球菌による難治感染はメチシリン耐性黄色ブ ドウ球菌
(MRSA)によるものであることが明らかになり、その対策が重要視 されてる。
そこで私は、黄色 ブ ドウ球菌の産生す る血球崩壊毒素ロイコシジン及びガン
マヘモ リジンが両者 とも二成分蛋 白質か ら成る毒素であることに着 目して、両
毒素の構造と宿主細胞認識特異性の相関について研究 した。
黄色ブ ドゥ球菌は白血球崩壊毒素ロイコシジンおよび赤血球崩壊毒素ガンマ
ヘモ リジンを菌体外に分泌する。ロイコシジン並びにガンマヘモ リジンは、そ
れぞれ二成分蛋白質 ¢ukFとLukS)及び(Hγ1とHγII)から構成 され、そ
れぞれの毒素活性発現には各々二成分が必須であることが知 られている。今日
までロイコシジンとガンマヘモ リジンは、それぞれ独立 した成分か ら構成され
ていると考えられていたが、両毒素が二成分毒素である事実から、両毒素間で
の構造 と機能に関 して何か相関があるのではないか と考え、両毒素成分の精製
を行 った。そ して、両毒素成分の諸性質 を詳細 に検討 した。
本研究で私は、LukF成分 とHγ1成分は両毒素 において共通成分 として存在
し、またLukS及びHγII成分は、非常 に類似 した蛋白質であるにもかかわ ら
ず、その特異性が異な り、血球認識に携わる蛋 白質であることを明 らかにし
た。また、両毒素成分の構造と毒素活性の相関並 びに細胞認識特異性 を決定す
る領域 を明 らかに した。
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第1章 ロイ コシジンと ガ ンマ ヘモ リジ ンにお ける共通成 分
と して のLukFの存在
1-1.ロイ コシ ジ ン及 び ガ ン マ ヘ モ リジ ンの分 離 精 製
ガンマヘモリジンは、1938年にSmithとPriceにより報告 された赤血球崩壊
毒素である。本毒素はHγ1及びHγII成分画分か ら構成 れ、部分精製ではある
が両者 を混合することに より毒素活性が表れることが明 らか にされた。しか し
なが ら、Hγ1及びHγII成分は、最近までそれぞれ単一 まで精製 された報告 は
なかった。・そこで私は、Hγ1及びHγII成分のHydroxylapatiteクロマ トグラフ
ィーによる 部分精製画分 を、ロイコシジン精製に用いたTSK-gel・SP-5PW陽イ
オンカラムクロマ トグラフィー(HPLC)に供 しHγ1及びHγII戒分を精製 した。
その結果、Hγ1成分 はロイコシジンLukF成分 と同じ0.17MNaCIで溶出され
た。またHγII成分は、0.6MNaCl(LukS成分:0.4MNaC1)で溶出された。
1-Z.ロイ コシジンのLukF及びLukS成分並びにガ ンマ ヘモ リジン
のHγ1及 びHγII成 分 の物理化学的および免疫 学 的性 質
精製された4成分について、物理化学的および免疫学的性質を検討 した。そ
の結果、ロイコシジンのLukF成分 とガンマヘモ リジンのHγ1成分は同一物質
であ り、LukS成分 とHγIIは同一 ではないが互に非常に類似 した性質 を持つ蛋
白質であることが予想 された。そ して、LukS成分あるいはHγII成分 と大腸菌
で発現 させたリコンビナン トLukF成分(私共によりLukF成分遺伝子がクロー
ニングされ、大腸菌からリコンビナン ト成分 として単離精製 された)との組合
わせで毒素活性 を調べた 。その結果、LukF成分はLukS成分及びHγII成分 と協
同してそれぞれロイコシジン及びヘモリジン活性を示 した。 しか もそれぞれの
溶血活性は極めて高い血球特異性 を示 した。これらの結果 を基 に、Rah皿anら
により、それぞれの遺伝子がクローニングされた。その結果、LukF成分と
Hγ1成分は 同一遺伝子産物であることが明らかにされた。 また、LukS及び
HγII成分はそれぞれ白血球及び赤血球認識蛋白質であることが示唆され牟
1.3.ロ イ コ シ ジ ン及 び ガ ン マヘ モ リジ ンの 同 時 精 製 法 の確 立
ロイコシジン及びガンマヘモリジンにおいて、LukF成分 は共通成分であ
り、更にLukS成分 とHγII成分 は互 に非常 に類似 した性質を持つ蛋白質である
ことが明 らかにされた。そこで私 は、Hydroxylapatiteバッチ法及びTSK-geI-SP一
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5PW陽イオンカラムクロマ トグラフィー(HPLC)を用いて、SaロreロsRIMD
310925株の培養上清からそれぞれの成分を2殺 階で、同時に回収率90%以 上
で電気泳動的に単一に精製する方法を確立 した 。
第Z章 ロイ コシジンLukS成 分のC末 端領域 ア ミノ酸 残基 の
活性発現 におけ る重要性
2-1.ロイ コシジンC末 端欠損 しukS成分(LS2成分)の 精製 と生化 学的
性質
∫aロreαsRIMD310925株の培養上清か らLukS成分の精製過程で抗LukS成
分抗体に陽性の成分(LS2成分)が分離精製 された 。 決定 されたLS2成分のN末
端40残基お よびC末 端5残 基 のアミノ酸配列 を決定 した結果か ら、LS2成分は
LukS成分のC末 端17ア ミノ酸残基が欠失 したものであることが明 らかになっ
た 。本LS2成分はLukS成分 としての活性及びGM1との結合漕性はまった く示 さ
なかった 。また生理的塩溶液中でLukS成分は一量体で存在す るが、LS2成分は
2量体で存在 していた 。従って、LukS成分のC末 端17アミノ残基が欠損す る
とLukS成分の二次構造が変化することが明らかになった。
2-2.ロイ コシ ジンLukS成分 とGM1と の複合体(LukS-GM1)の性 質
LS2成分がLukS成分としての活性を持たない原因は、本成分が白血球膜上の
GM1と結合で きないことに起因 している可能性が考え.られたので、LukS成分及
びLS2成分のGM1との結合能を検討 した。LukS成分 を【6-3H-galactoselGM1と反
応させ、その複合体 をToyopearl-HW50一ゲルろ過カラムクロマ トグラフィーで
分離 した。そρ結果・LukS成分 は分子量31・000の位置に溶出された。ところ
が 、本 成分 がGM1と結 合 してLukS・GM1複合 体 が形 成 さ れ る と、相対 分 子 質量 が
大 くな る に も拘 らずLukS本来 の 溶 出位 置 よ り遅 れ て溶 出 され た(Fig.1)。
LukS成分 には4個 の トリ プ トフ ァ ン残 基 が 存在 す る 。LukS成分 の 構 造 変 化
は トリ プ トフ ァ ン蛍 光 を測 定 す る こ と に よ り明 らか にで きる 。そ こで 、LukS成
分 にGM1をモ ル比 で0.2から1.4まで段 階 的 に添加 して、 そ れ ぞ れの トリプ トフ
ァ ン蛍 光 を280nmの励起 で 測 定 した。 そ の結 果 、LukS成分 がGM1と1:1で 結
合 す る と、LukS成分 の最 大Emission波長 が318n皿か ら310nmにblueshiftす
る こ とが 明 らか にな った 。 しか もEmission強度 が33%減少 し、 モ ル 比1以 上 の
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添 加 で もそ れ 以上 の変 化 が 認 め られ なか っ た(Fig.2)。この 結 果 か ら、LukS・
GM1複合 体 が形 成 され る こ と に よ り、LukS成分 の トリ プ トフ ァ ン残 基 は よ り分
子 内 にfoldingされ た状 態 に な る事 が示 唆:され た 。 また 、LukS成分 の 分 子 表 面 が
よ り疎 水 的 に変 化 す る こ と も予 想 された 。 更 にLukS・GM1複合 体 は 、 プ ロ テ イ
ナーゼK処 理 に対 してLukS単独 と比 べ1,000倍以 上 耐 性 を示 した 。
2-3。ロ イ コ シ ジ ンLukS(T叩Z75→Gly)変異 成 分 の 解 析
LukS成分 のC末 端17ア ミ ノ酸 残 基 の内 、 どの ア ミノ酸 残 基 が 活 性 及 びGM1
との結 合 に 関与 す るの か 検 討 した 。 コ レラ トキ シ ンBサ ブユ ニ ッ トにお け る
'
GM1との結 合 にTrpが関 与 す る こ とが知 らμ て い る 。 また2・2.の結 果 か ら私
は、LukS成分 のC末 端 か ら第12番 目に存 在 す るTrp275に注 目 し、Site-directed
mutag6nesis法に よ りTrp残基(TGG)をGly残基(GGG>に置換 し、Bacf11ロs
sロb亡flfsKN2で分 泌 発 現 させ 精 製 した 。毒 素 活 性 解 析 の結 果 、本 変 異LukS成分
は、LukF成分 共存 下 で ロ イ コ シ ジ ン活 性 を示 さ なか った 。 また 、GM!結 合 活
性 もま った く示 さなか っ た(Fig.10)。これ らの こ と よ り、LukS成分 のC末 端
17アミ ノ酸 残 基 領 域 、 特 にTrp275残基 が ロ イ コ シジ ン活 性 に必 須 で あ る こ と
が判 明 した 。 また 、 ガ ンマヘ モ リジ ンHγII成分 遺 伝 子(h192)がク ロー ニ ン グ
され、 そ の推 定 ア ミノ酸 配 列 との比 較 か ら、LukS成分 のC末 端 領 域 と相 同性 が
高 く、HγII成分 にお い て も、GM1との結 合 及 びTrp267残基 の重 要 性 が 示 唆 さ
れた(Fig.3)。
第3章 ロイ コシ ジンLukS成分 とガ ンマヘモ リジ ンHγII成 分 と
のキメラ成分作 製 による毒素特 異的活性決定領域 の解析
3-1.LukS/HγIIキ メラ成分の作 製
LukS成分 とHγII成分 は、全アミノ酸配列で約70%の相同性 を有 している
(Fig.3)。このように両二成分毒素はLukF成分 を共通に持ち、更 に、 もう一
方 もよく似た成分であるにもかかわらず、その特異性は非常に異なっている。
そこで、LukSとHγII成分のキメラ蛋白質を解析 し、 これら毒素活性特異的機i
能領域 の特定 を行 った。ロイコシジンLukS成分遺伝子伽k∫)は、そのORF中に
制限酵素XbaI,EcoRI及びEcoT221作用部位 を有 している、一方ガンマヘモ
リジンHγII成分遺伝子(h192)も相同的な位置 にXbaI作用部位だけは存在
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し、両遺伝子問には約80%もの相同性がある。そこで、Overlap・extension法に
よりアミノ酸の変換なしに相同的な位置にEcoRI及びEcoT221作用部位 を
h192に導入 し、これ ら3つの部位を境にキメラ成分遺伝子 を構築 し、E.colf
DH5αで発現させ、これ ら遺伝子産物を精製 した 。
3-z.LukS/HγIIキ メ ラ成分Type .1及 びTypeIIの 毒素活
性測定
LukS/HγIIキメラ成分TypeI(MHLS1,3及び4)並 びにTypeII(MHLS
5,7及び8)について毒素活性及びGM1との相互作用 を解析 した(Fig.4)。その
結果、MH:LS5からガンマヘモリジン活性にはN末端か らArg57までの57アミ
ノ酸残基から構成 される領域が重要であり、ロイコシジン活性 には、MHLS4
及び7か らSer164特にPhe262以降の20アミノ酸残基から構成 されるC末 端領
域が重要であることが明 らかになった。本結果はLukS成分活性におけるC末
端17アミノ酸残基の欠損変異株の実験結果 と一致 した。更に、MHLS5及び7
は両毒素成分活性を有するBl-functional成分であることが明らか となった。ま
た、MHLS1に見 られる溶血活性は、赤血球アガロースプレー トでの解析 にお
いて、本来HγII成分では、初めからクリアーな溶血班が認められるのだが、
濁った溶血班が初めに現 われて、その後クリアーな溶血班に変化することか
ら、HγII成分 には2種類 の溶血活性を担 う領域が存在することが示唆された。
3-3.しukS/HγIIキ メ ラ成分TypeI及 びTypeIIのGM1
添加 による毒素活性 阻害
HγII成分 もLukS成分 と同様、特異性は低いがGM1添加によりモル比1:1
で不活性化 さた。キメラ成分のGM1添加(モ ル比1:1)に よる毒素活性阻害
測定の結果、ロイコシジン活性阻害が認められた ものは、MHLS5及び7で 、
ガンマヘモリジン活性阻害が認められた ものは、MHLS1のみであった。ま
た、MHLS8ではGM1を3倍 当量添加 した ところ、約70%の 阻害が認め られ
た(Figs.5)。このことより、HγII成分において もPhe254以降の20ア ミノ
酸残基か ら構成されるC末 端領域がGM1との結合 に重要であることが示唆 さ
れた。また、両毒素活性 を有す るMHLS5及び7で はGM1添加 によりロイコ
シジン活性は阻害されるが、ガンマヘモリジン活性は阻害 されない事実が判明
した。
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3-4.LukS/HγIIキ メ ラ 成 分Type工 及 びTypeIIのRobson
法 に よ る 二 次 構 造 予 測
キ メ ラ成 分 の 二 次 構 造 をRobson法に よ り推 定 し比 較 した 。 そ の 結 果 、 両 成
分 のC末 端 領 域 に そ れぞ れ 特徴 的 な構 造 が 見 られ(Fig.6・A)、この構 造 を規
定 して い る領 域 と して 、LukS成分 にお い て は、①lle242～Thr246、②Va1263
rAsn-Arg-Asn-Tyf267の2つの β一ター ンの形 成 に関与 す る領 域 が 推 定 さ
れ た 。① は 、 β一ター ン を形 成 し、② の 配列 はGly255～Va1258のβ・ター ン形
成 に寄 与 して い る 。HγII成分 で は、① の領 域 が欠 損 し、② に相 当す る領 域 が
Lys255-Asn-Arg-Asn-Va1259とな って お り β一タ ー ンの 形 成 に寄 与 しな い
配列 で あ っ た 。 また 、 この2つ の領 域 を相 互 に入 れ 換 え る こ とに よっ て、 ほ ぼ
そ の構 造 が 再 現 され る(② に よ りHγII成分 のVa1247～Lys250でβ一ター ン を形
成 す る)ことが 推 定 され た 。実 際 、LukS成分 にお い て② の領 域 をHγII成分型 に
変換 し、 ロ イ コシ ジ ン活 性 を測 定 した と ころ 、MHLS4と 同様 に活 性 は認 め ら
癒 い こ とが 明 らか に な っ てい る。 また 、HγII成分 のN末 端 か らArg57まで の57
ア ミノ酸 残 基 か ら構 成 され る必 須 領 域 とLukS成分 にお け る相 同 領域 との比 較 か
ら、HγII成分 の11e27～Asp35の領 域 に存 在 す る α・ヘ リ ックス構 造(Fig.6-B)
とガ ンマ ヘ モ リジ ン活性 との 関係 に注 目 した 。
3-5.LukS/HγIIキ メ ラ 成 分Typelllの 毒 素 活 性 測 定
サ ン ドイ ッチ型 のLukS/HγIIキ メ ラ成 分TypeIII(MHLS10,n,14,16,
17及び20)に つ い て毒 素 活 性 及 びGM1との相 互 作 用 を解 析 した(Fig.7)。
MHLS1に 見 られ る溶 血 活 性 領 域 は、MHLS14よ りHγII成分 のSer162から
Phe254の領 域 に存 在 す る こ とが 示 唆 され た 。 しか し、MHLS11及び3の 結 果
か ら、MHLSl4の 溶 血 活 性 はSer162～Phe254の周 辺 の領域 に よって 阻 害 され
る こ とが 予 想 され た 。 これ は後 述 す る よ う に、GM1との結 合 に よる立 体 構 造 の
変化 に よる もの で あ る こ とが示 唆 され た 。 ま たMHLS8、16及 び17の結 果 か
ら、MHLS5に 見 られ る溶 血活 性 の発 現 に は 、GM1と の結 合 に重 要 で あ る
LukS・Ser164及びHγII-Ser162以降 のC末 端 領 域 が重 要 で あ る こ とが示 唆 され ・
また この 両 成 分 のC末 端 領 域 にお け るGM1と の 親和 性 の違 い がMHLS5の 高 い
溶血 活 性 の要 因 で は ない か と推 定 され た 。 更 に赤 血 球 ア ガ ロ ー ス プ レー トで の
解 析 の結 果(Fig.8)、MHLSl7及び20に お い て は、 液体 測 定 で は低 い 活 陛 を
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示 したにもかかわ らず、プレー ト上では強い溶血活性 を示すことから、ガンマ
ヘモリジン活性の発現には、ロイコシジン活性発現の場合 と異なり、HγII成
分 とGM1との結合が必須のステップではな く、GM1は単 なるリガン ドとして
存在 しているのではないか と推定 された。
3-6・Luk$刈 γ不・ キメ ラ球分 丁ypel・1のGM・ 添加 による
毒 素 活 性 阻 害
キメ ラ成 分 のGM1添 加(モ ル比1:1)に よ る毒 素 活 性 阻害 測 定 の結 果 、 ロ
イ コ シジ ン活 性 阻 害 が 認 め られ た もの は 、MHLS10で 、 ガ ンマ ヘ モ リジ ン活
性 阻害 が 認 め られ た もの は、MHLS16の みで あ った 。.つ ま り、GM1と の結 合
にHγII・Ser162以降 のC末 端 領 域 が 重 要 で あ る こ とが 示 唆 され た。M肌Sl4で
はMHLS8と同様 に モ ル比1:1のGM1添 加 で は 阻 害 さ れず 、GM1を3倍 当量 添
加 した とこ ろ、 約50%の 阻害 が 認 め られ た(Fig.9)。こ の こ とか ら も、H:γII
成 分 にお い て もPhe254以降 の20ア ミ ノ酸 残 基 か ら構 成 され るC末 端 領 域 がGM
1との結 合 に重 要 で あ る こ とが 明 らか にな っ た 。 また 、MHLS14か ら推 定 され
た 溶血 活性 領 域(Ser162～Phe254)は、MHLS上に お い て 低 い活 性 を示 し、GM1
に よ り阻害 され る 。 つ ま りHγII成分 に は、GM1と の 結 合 に よって 阻害 され る
潜 在 的 な溶 血 活 性 領 域 が存 在 す る こ とが示 唆 さ れた 。
3-7.LukS/HγIIキ メ ラ 成 分 の ゲ ル ろ 過 に よ るGM1結 合 能 測 定
両 活性 を有 す るMHLS5及び7に お い て 、 ロイ コ シジ ン活 性 はGM1に よ り阻
害 され る に も拘 わ らず 、 ガ ンマヘ モ リジ ン活 性 は 阻害 さ れ な い 。 そ こで 、実 際
のGM1結 合 能 を検 討 す る ため 、LukS成分 、HγII成分 、 キ メ ラ成 分(MHLS3,
4、5、7、8、14及 び17)並び にLukS(Trp275→Gly)とGM1とをモル比1:1で
反応 させ 、 そ れ らの複 合 体 をTSK-ge1・G3000SWゲル慮 過 カ ラム ク ロマ トグ ラ
フ ィー(HPLC)によ り解 析 した 。 そ の結 果 、LukS及 びH:γII成分 と同様 にGM1
結 合 能 を示 した もの は、MHLS3、5及 び7で 、MHLS4、8、14、17及 び
LukS(Trp275→・Gly>ではGM1の ピ ー ク に顕著 な変化 は 認 め られ な か っ た
(Fig.10)。これ らの結 果 及 びGM1に よる毒 素 活 性 阻害 測 定 の結 果 か ら、
LukS・Ser164及びHγII-Ser162以降 のC末 端 領 域 がGM1結 合 に重 要 で あ る こ と
が 明 らか に な っ た。 更 に、両 成 分 にお け るGM1結 合 領 域 は共 に、C末 端 相 同領
域 に存在 す るが 同一 で はな い こ とが キ メ ラ成 分解 析 及 び推 定 二次 構 造 か ら明 ら
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かとなった。そして、LukS成分においては、C末端領域のTrp275がGM1結合
に極めて重要であることが明 らか となった。また、両毒素活性を有するM肌S
5及び7はGM1と 結合 し、ロイコシジン活性 は阻害 されるが、ガンマヘモリジ
ン活性は阻害 されないことが明 らかとなった。MHLS5及び7は外か ら添加 さ
れたGM1と結合するにも拘わ らずLukF成分 と相互作用 しガンマヘモリジン活
性を示すことが示唆された。
第4章 ガ ン マ ヘ モ リ ジ ンHγII成 分 の 特 異 的 機 能 必 須 領 域 の 決 定
第3章 で のLukS/HγIIキメ ラ成 分 の解 析 か ら、 ガ ンマヘ モ リジ ン活 性 に
は、HγII成分 のN末 端 か らArg57まで の 領 域(MHLS5)が必 須 で あ る こ とが判
明 した 。 そ こ で 、 こ の領 域 にお け る両 成 分 の 相 違 ア ミノ酸 配 列 をLukS成 分 に
導 入 しガ ン マヘ モ リジ ン活 性 を示 す特 異 的 最 小 必 須 領 域 の 同定 を行 った 。
4-1.LukS/HγII-N末 端 相 違 領 域 の しukS成 分 へ の 導 入
LukS成分 及 びHγII成分 のN末 端 領 域 問 で の相 違 領 域 は 、LukS/HγII:
1.△1N,DT4/旦1N旦 エ4,II.旦9GSDI13/皇gG△.11一一(一:欠 損),III.
旦21D亙22/.Q.18D工20,Iv(IV雪).蓋L25」阻(鯉 9)/旦23RL(ム ユ.27),v.
エ41/旦3g,Vエ ェ49.L50/ヱ47ヱ48の6つで あ る(Fig.11)。まず 最 初 に
1,IV及 び1-IVのHγII成 分 領 域 をOverlap-extension法に よ りLukS成分
遺伝 子1櫨 ∫に導 入 し、E.coljDH5αで 発 現 させ そ の 内 、変 異 タンパ クMLS-
IV及びMLS-1,IVを精 製 し 解 析 を行 っ た。
4-2.MLS-IV,MLS-1,IV変異LukS成 分 の 毒 素 活 性 測 定 及 び
GM1添 加 に よ る 毒 素 活 性 阻 害
毒 素 活 性 測 定 の 結 果、 す べ て に ロ イ コ シ ジ ン活 性 が 認 め られ、 モ ル比1:1の
GM1添加 で 活 性 は阻害 され た 。 また 、 ガ ンマ ヘ モ リジ ン活性 はHγII成分 を
100とした相 対 溶 血 活性 でMHLS5,MLS-IV及びMLS-1,IVはそ れぞ れ 、
243、5.3及び4.2であ っ た 。 そ して、MHLS5と 同様 にこれ ら変 異 成分 のGM1
に よる活 性 阻 害 は認 め られ な か った 。 これ らの こ と よ り、HγII成分 のIV領
域 は溶 血 活 性 に弱 い な が ら も関 与 す る こ とが 明 らか とな った 。'
4.3.MLS-IV変 異LukS成 分 のRobs。n法に よ る 二 次 構 造 予 測
3・4.で示 した よ うにHγII成分 のN末 端 か らArg57まで の57デ ミノ酸 必 須 領 域
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とLukS成分 にお け るN末 端 相 同領 域 との 比較 か ら、HγII成分 の11e27～Asp35
の 領域 に存 在 す る α一ヘ リ ック ス構 造 に注 目 した 。 そ して 、IV領 域 は この α一
ヘ リ ックス 領域 のす ぐ上 流域 に存 在 して い るの で 、MLS-IVの 二次構 造 を推
定 した と ころ 、Asp18～Thr20問の α・ヘ リ ックス 構 造 は形 成 され るが、11e27伽
Asp35間の α一ヘ リ ックス構 造 は 形 成 され なか った 。 しか しなが ら、Ala26-11e27
を加 えたIV'領 域 を導 入 したMLS・IV'で はHγII成分 に見 られ る2つ の α'
ヘ リ ック ス構 造 が再 現 され た(Fig.12)。そ こで 、MLS-IV'を 解析 した 。
4-4.MLS-IV'変 異LukS成 分 の 毒 素 活 性 測 定 及 びGM1添 加 に よ る
毒 素 活 性 阻 害
MLS-IV'の精 製 標 品(F1g.13)を用 い て 、解 析 を行 っ た結 果(Table1)、ロ
イ コシ ジ ン活 性 が 認 め られ、 モ ル比1:1のGM1添 加 で活 性 は 阻害 され た。 ガ
ンマヘ モ リ ジ ン活 性 はHγII成分 を100とした相 対 溶 血 活 性 でMHLS5、MLS-
IV'それ ぞ れ,205、102であ っ た(Fig.14)。そ し て、MHLS5と 同様 にモ ル
比20倍 で もGM1に よる活性 阻害 は認 め られ なか っ た(Fig.15)。これ らの結 果
よ り、HγII成分 のIV'領 域(K23RLAI27)が 、 ガ ンマヘ モ リジ ン活 性
に必 須 で あ る こ とが 判 明 した 。 またAsp18～Thr20問及 び11e27～Asp35間の2
つ の α一ヘ リ ック ス 領域 が、 ガ ン マヘ モ リジ ン活 性 に重 要 で あ る こ とが示 唆 さ
れ た 。
4-5.MLS-IV'に お け る ガ ン マ ヘ モ リ ジ ン 活 性 発 現 の 作 用 機 序
ロイ コ シジ ン に お い て は まずLukS成 分 、 そ して 、 ガ ンマヘ モ リジ ンで は
LukF成分 が 最 初 に血 球膜 に結 合 し活 性 が発 現 され る こ とが小 沢 らに よ り明 ら
か に されて お り、 この作 用機 序 の 違 い も特 異 性 の 大 きな規 定 要 因 で あ るこ とが
示 唆 され てい る 。 そ こで、 両毒 素 活 性 を有 す るMHLS5及 びMLS・IV'に つ い
て、ガンマヘモ リジン活性発現 における作用機序 を決定 し左。その結果、
MHLS5及びMLS-IV'もHγII成 分 と同様 に最 初 にLukF成分 を赤 血 球 に作 用
させ ない とガ ン マ ヘ モ リジ ン活 性 は発 現 され な い こ とが 明 らか とな った(Table
1)。更 に、最 初 にLukF成分 を作 用 させ た赤 血 球 にGM1で 前 処 理 したMHLS
5、MLS・IV'及び コ ン トロー ル と して のHγII成分 を加 え て活 性 を測定 した と
ころ、HγII成分 で は完 全 に ガ ン マヘ モ リジ ン活 性 は 阻害 され たが ・MHLS5及
びM:LS・IV'では 、 ガ ンマヘ モ リジ ン活 性 は 阻害 さ れ なか った 。 これ らの こ と
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か ら、MHLS5及 びMLS-IV'にお け るN末 端 か らArg57まで の領 域 、 特 にI
V'領 域(K23RLAI27)と 周 辺 の α一ヘ リ ックス 領 域 は、LukF成分 と相 互 作
用 し うる領 域 で あ る こ とが示 唆 され た 。
4-6.ガ ン マ ヘ モ リ ジ ンHγII成 分 の 推 定 ドメ イ ン構 造
黄 色 ブ ドウ球 菌 が分 泌 産生 す る1成 分 血 球 崩 壊 蛋 白質毒 素 α一ヘ モ リジ ンは 、
分 子 量33K:で、Homo-heptalnerのMembrane-poreを形 成す る こ とが 知 られ て い
る。そ して 、 α・ヘ モ リ ジ ンの結 晶 解 析 か ら、100残 基 ～150残 基 の 領 域 が
TransmeInbrane領域 で あ る こ とが示 唆 され て い る 。 この領 域 は、Gly-richで疎
水 性 が 高 い。LukF、LukS及びHγII成分 に お い て もTable2に示 した 領域 に
お い て 、 い ず れ もGly-richでα・ヘ モ リジ ンのTrans皿enbrane領域 と相 同性 が
高 い。 従 って、Table12に示 した領 域 がTrans皿e皿brane領域 で あ る こ とが 示
唆 され た 。以 上 の結 果 よ り、 ガ ンマ ヘ モ リジ ンHγII成分 はFig.16に示 した
ドメ イ ン構 造 を形成 して い る こ とが 示 唆 され た 。
結 論
私は、本博士論文で次の事項 を明 らかにした。
1)生化学的及び免疫学的にLukF成分 とHγ1成分は共通成分である。
2)既存の6段階で低回収率なロイコシジンの精製法 とは全 く異なった2段 階精
製法で、ロイコシジン及びガンマヘモ リジンを回収率90%以上で同時精製
する方法を確立 した。
3)LukS成分はGM1との1:1結合 により立体構造変化 を引 き起 こす。
4)286アミノ酸残基か ら成るLukS成分のC末 端17アミノ酸残基領域、特に、
Trp275残基がロイコシジン活性(GM1結 合)に 必須である。
5)ガンマヘモリジン活性には、280アミノ酸残基か ら成るHγII成分のN末 端
か らArg57までの領域、特 に、5ア ミノ酸残基か ら構成されるIV'領 域
(K23RLAI27)が必須である。
6)GM1結合 には、LukS-Ser164及びHγII-Ser162以降のC末端領域が重要であ
り、更に、両成分におけるGM1結合領域が、C末端相同領域 に存在するが
同一ではない。
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Fig.1.Gd劔 加 舘・ncぬmmat・9臓phy
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a)Eiutionpm飢esofGM1(■),LukS(△),
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panel.b)ComplexformationofLukSwith
GMi.c)ElutionprofileofamixtureofLS2
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percentageoftotaloneappliedtothecolumn.
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(450k),bovineserumalbumin(66.2k),
ovalbumin(45k),andcytochromec(12.Sk).
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amountsofGMi.
a,LukSalone;b,LukS+0.2nmoleGM1;c,LukS
+0.4nmoleGMI;d,LukS+0.6nmoleGMi;e,
LukS+0.8nmoleGMI;f,LukS+1.0(or1.2,1.4)
nmoleGMi;g,LS20rLS2+0.2to1.4nmole
GML.Fluorescenceintensityisgiveninarbitary
unitspermoleofprotein.
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3pmolesofchimericproteinsorHyIIwere
preincubatedat37ｰCforZQminwith3,9and
12pmolesGMI(molarratioGMI/protein:1,
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incubatingat37ｰCfor50rlQminwith3pmoles
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Table1.ThetoxinactivitiesinthepresenceofLukF,thierinhibitionbyGMi
andtheorderforexpressionfbrtheto血activities.
LukS MLS-IV' MHLS5 HyII
Leukocidin
Ac伽覚y 十 十 十 一
InhibitionbyGMIYes Yes Yes /
Order(1st→2nd)LukS一>LukF 皿 ND /
y-Hemolysin
Ac価▼孟y } 102 205 100
1n量墓ibitionbyGMl / No No Yes
Order(1s¢→2nd) / LukF→・MLS・IV,LnkF一>MHLS5LukF一>HyII
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preincubatedat37ｰCforIOminwith3,9,12and
60pmolesofGM1(molar職tioGM1/protein:1,2,3
and20)in10ulofBSS,werefollowedby
incubatingat37ｰCfor50rIOminwith3pmolesof
LukFand3.5x1(ソHRBCin350μ10fBSS.
一252一
prote血1
α ・He罰ロoiysi腔
LnkF
Hγ 皿
LukS
Table2.
residue
110-150
99-147
93-140
95-142
IDTKEYMST一
舳
E VT
TF D工SQNEEFQVQNT
K工DSADV-SQ NI F一
工ESTNV-sq 1 F一
seq腿ence
GDDfiGK
SISN-GL
一QSAPS;
一QSAPSL
GLIIGW一 γS工GHTL q
GGL 一 一 NTAFSE丁1,、●」sac
Gd一 F 閥YSKT工S一"c
L GI一 F YSKSIS一 9}
Comparisonofthetransmenbranedomainofa-hemolysintothatofleukocidin
andγ ・hemo置ysincomponentsofε・σ燃 鷹 ・
一 一 一
1100200300
N-terminal
GMibindingdomain
cti▼edoma墓聡・11
resid腿e
Active
domainI
Tcansmembrane
dom額n 280
皿K:23RLAI27
g5?
・ 傷b潤 「
S162 F254
α ・Helixdomain
Fig・16・ Proposedtolrinspecific,transmembraneandGMIbinding
domainsofHyllcomponen>ｻ
一253一
論 文 審 査 結 果 要 旨
黄色 ブ ドウ球菌の 白血球崩壊毒素 ロイ コシジソ及 び赤血球崩壊毒素 γ一ヘモ リジ ンは,二 成分 の蛋
白質(ロ イ コシジンはLukF及びLukS成分,γ 一ヘモ リジ ンはHγ1及 びHγH成 分)か ら構成 され,
それぞれの毒 性発現 には各 々二成分が必須 であ る。今 日まで両毒素は,そ れぞれ独立 した成分か ら構
成 されてい ると考 え られ てきたが,本 研究において,ロ ィ コシジンLukF成分 と γ一ヘモ リジンHγ1
成分は,物 理 化学的,生 化学的及び免疫学 的に,同 一蛋 白質で あることが明らかに された。更に,ロ
イ コシジンLukS成分 と γ一ヘモ リジンHγ.皿成 分 も非常に類 似 した蛋 白質(ア ミノ酸配 列 にお いて
70%の相同性 を示す)で あ り,両 成分 はそれ ぞれ 白血球及び赤血球 の認識蛋 白質であ ることが示唆 さ
れた。
最初 に本研究者 は,両 毒素成 分を同時 に回収率90%以上で精 製 す る二段 階精 製法 を確 立 した。 次
に,ロ イ コシジンLukS成分 が白血球膜 上の レセプ ターであるモノシアロガング リオシ ドGM1と1:
1で複合体を形成 し,構 造変化 をお こす ことをゲル ろ過,ト リプ トフ ァン蛍光及びプ ロテ ィナーゼK:
耐性解析 よ り明らかに した。また,本 研究 者 は,C末 端17アミノ酸残 基 が欠損 した ロイ コシジ ン
LukS成分及びTrp-275をGlyに置 換 した変異LukS成分の解析 に よ り,Trp-275残基が ロイ コシジ ン
活性,特 にヒ ト白血球細胞膜 のGM1と の結合 に必須であ ることを明 らか に した。次に本研 究 者は,
LukS及びHγ1成 分 の12種のキ メラタンパ クを遺伝 子工 学的手法 を用 いて作成 し,こ れ ら蛋 白質 の
解析か らガンマヘモ リジ ン活性 にはHγ 豆成分 のN末 端か らArg57までの領域が必須であ ることを 明
らかに した。 さらに,本 研究者は,こ の領域 におけ る両成分 の相違 ア ミノ酸配列/残 基 をLukS成分
に導 入 し,ガ ソ マ ヘ モ リジ ン活 性 を 示 す 特 異 的最 小 必 須 領 域 の 固 定 を 行 い,Hγ ∬成 分 の
K23RLAI27の5残基 か ら成 る配列が ガンマヘモ リジン活性 に必須で ある ことを 明 らか に した。 ま
た,両 成 分におけ るGM1結 合領域は,LukS-Ser164及びHγ ∬一Ser162以降のC末 端相同領域 に存在
す るが,構 造的に同一で はない ことを明 らか に した。
以上の ように本研究は,黄 色 ブ ドウ球菌が分泌生産す る白血 球崩壊毒素 ロイ コシジン及 び赤血球崩
壊毒素 γ一ヘモ リジ ンの構造 と活性特異性 との相関 に新たな知見 を もた らした もので,審 査 委 員一 同
は,本 研究者 に博士(農 学)の 学位 を授与す るのに値す るもの と認定 した。
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